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(54) Title: MAGNETIC PARTICLES FOR PURIFYING NUCLEIC ACIDS 

(54) Bezeichnung: MAGNETISCHE PARTI KEL ZUK REINIGUNG VON NUKLEINSAUREN 



(57) Abstract 

The invention relates to preparations of particles having a glass surface. More than 75 wt.-% of said particles have a grain size of 
between 0.5 and 15 fim and have a glass surface which contains between 2 to 6 mole-% zinc oxide. The inventive particles are especially 
useful for purifying nucleic acids; particularly, an increased nucleic acid yield is achieved. 



(57) Zusammenfassung 

Zubereitungen von Partikeln mit einer Glasoberflachc, wobci mchr als 75 Gcw.-% dieser Partikel eine KomgroBc von zwischen 0.5 
/jm und 1 5 fim haben sowie mit einer Glasoberflache, welche einen Anteil von zwischen 2 und 6 mol-% Zinkoxid enthalt, haben sich als 
besonders vorteilhaft in Nukleinsaurereinigungsverfahren erwiesen. Insbesondere wird eine erhohte Nukleinsaureausbeute erreicht. 
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MAGNETISCHE PARTTKEL ZUR REINIGUNG VON NUKLEINSAUREN 

10 



Gegenstand der Anmeldung ist eine Zubereitung von Partikeln mit einer Glasoberflache, 
15 e i n Verfahren zur Heistellung einer solchcn Zubereitung sowie ein Verfahren zur Reini- 

gung von Nukleinsiiuren mit Hilfe dieser Zubereitung. 



20 



Nukleinsauren sind in jungerer Zeit immer mehr in den Blickpunkt des Interesses der 
mcdizinischen Diagnostik geruckt. So wurden mittlenveile eine Vielzahl von Nachweisver- 
fahren erarbeitct, bei denen die Anwesenheit oder Abwesenheit bestimmter Nukleinsauren 
als Anzeichen fur eine Erkrankung bewenet wird. Hierzu gehoren z. B. Nachweise infek- 
25 tifiser Organismen, z. B. von Viren oder Bakterien in Korperfliissigkeiten, aber auch der 

Nachweis von Mutationcn in genomischen Nukleinsauren, z. B. in der Onkologie. Nuklein- 
sauren liegen in dem ublicherweisc vcrwendeten Probenmaterial jedoch in sehr geringen 
Konzentrationen vor. Aus diesem Grund wurden verschicdene Verfahren zur Isolierung der 

30 

Nukleinsauren von anderen Probenbestandteilen, wie Proteinen oder anderen zellularen 
Bestandteilen, die teilweise die anschliefiendcn Nachweisverfahren storen, erarbeitet. Ein 
Teil dieser Verfahren verwendet festphasengebundene Fangsondcn, die mit den abzu- 
35 trennenden Nukleinsauren hybridisieren konnen und diese an der Festphase zuritckhalten, 

wahrend die ubrigen Probenbestandteile entfemt werden. Ein solches Verfahren ist bei- 
spielsweise in EP-B-0 305 399 beschrieben. Dicse Verfahren haben jedoch den Nachteil, 
dafi sie sich jeweils nur fur die Reinigung von Nukleinsauren mit einer ganz speziellen 
Nukleotidscquenz eignen. 



40 



In WO 91/12079 ist ein Verfahren fur die Isolierung von Nukleinsauren mit Hilfe von 
45 Magnetpartikeln aus Zellulose und Eisenoxid beschrieben, wobei die PartikelgroBe mit 

zwischen I und 10 urn angegeben ist. Diese Partikel enthalten keine Glasoberflache und 
sind nur fur eine Isolierung unter Prazipitation von Nukleinsauren geeignet. Durch Aggre- 
gation werden jedoch eine Vielzahl von Probenbestandteilen eingeschlossen, die spStere 
Verfahrensschritte stSren. 
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In EP-B-0389 063 wird ein Verfahren vorgeschlagen, bei dem die Probe mit einem Ge- 
misch eines chaotropen Guanidiniumsalzes und Silicapartikeln gemischt wird. Unter diesen 
Bedingungen binden Nukleinsauren relativ sequenzunabhangig an die Silica-Oberflache. 

10 

Die ubrigen Probenbestandteile kdnnen abgewaschen und die Nukleinsauren anschlieBend 
eluieit werden. 

In WO 96/4181 1 werden magnctischc Partikel mit einer im wesentlichen porenfreien Glas- 

15 

obcrflache zur sequenzunabh&ngigen Reinigung von Nukleinsauren beschrieben. Die dort 
verwendeten Partikel haben einen Kern, bevorzugt mit Magnetit als magnetischem Werk- 
stoff und haben eine bevorzugte KomgroBe von zwischen 10 und 60 um. Magnetit in 

20 Kristallen grofier ca. 30 bis 50 run zeigt hartmagnetische Eigenschaften. Durch ein extemes 

Magnetfeld wird permanenter Magnetismus induziert Panikel mit solchen 
hartmagnetischen Kernen zeigen nach dem ersten Einwirken eines externen magnetischen 

25 Feldes die Eigenschaften eines kleinen Permanentmagneten. In Suspension Ziehen sich 

solche Partikel gegenseitig an und bilden groBere Einheiten. Diese groBeren Einheiten 
sedimentieren unter dem EinfluB eines auBeren Schwerefeldes schneller, als die Partikel als 
Einzelne. Das ist nachteilig, da langer andauernde Inkubationen haufiges Redispergieren 

30 

erfordem. 

In WO 96/41840 werden Pigmente beschrieben, die eine Glasoberflache einer Dicke von 
mindestens 0,8 um aufweiscn. Als eine glasbildcnde Komponente werden auch Verbindun- 

35 

gen von Zink vorgeschlagen. Es entstehen dabei Pigmentpanikel mit einer TeilchengroBe 
von vorzugsweise 2 bis 20 um. 

4Q Es hat sich nun herausgestellt, daB bei den bisher beschricbenen Verfahren zur Herstellung 

von Partikeln nach dem Sol-Gel-ProzeB, bei dem Kernpartikel einer vorgegebenen GrfiBe 
mit einem Gel beschichtct werden und anschlieflend eine Verdichtung zu einer Glasober- 
flache stattfindet, ein hoher Anteil von Partikeln gebildet wird, die kein Kernpartikel ent- 

45 

halten. Dies fiihrt entweder dazu, daB bei mit solchen Zubereitungen durchgefuhrten 
Nukleinsaurenachweisverfahren groBe Verluste an Nukleinsauren stattfmden oder die 
Feinanteile zur Erhohung der Ausbeute aufwendig abgetrennt werden mtlssen. Aufgabe der 
50 vorliegenden Erfindung war es, den vorliegenden Stand der Technik ganz oder teilweisc zu 

verbessern, insbesondere Partikel mit einer relativ engen KomgroBenverteilung herzu- 
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stellen und die Ausbeute bei Nukleinsaurereinigung weiter zu erhfihen, oder/und Partikel 
fur die Nukleinsaurereinigung bereitzustellen, die auch nach der Einwirkung eines auBeren 
Magnetfeldes nur sehr geringe Tendeaz zur Zusammenlagerung zeigen und genauso 
langsam im Schwcrefeld sedimentieren, wie solche, die noch nie einem Magnetfeld 
ausgesetzt waren. 

Gegenstand der Erfindung ist eine Zubereitung enthaltend Partikel mit einer Glasober- 
flache, wobci mehr als 75 Gew.% dieser Partikel eine KomgroBe von zwischen 0.5 und 
1 5 nm haben. 

Weitcre Gegenstande der Erfindung sind ein Verfahren zur Herstellung einer Zubereitung 
von Partikein enthaltend einen Kern ummantelt mit einer Gelschicht oder einer Glasschicht 
und ein Verfahren zur Reinigung von Nukleinsauren mit Hilfe der erfindungsgemSfien Zu- 
bereitung. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung und eine 
Zubereitung von Partikein mit einem superparamagnetischen Kern. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung und eine 
Zubereitung von Partikein mit einem magnetischen, bevorzugt einem weiclimagnetischen 
metallischem Kern. 

Als Partikel bezeichnet der Fachmann feste Materialien mit einem geringen Durchmesser. 
Bevorzugt haben diese Partikel eine im wesentlichen kugclige Oberflache. Hier sollen aber 
auch plattchenfbrmige und fadenfbrmige Teilchen in den unten angegebenen Dimensionen 
als Partikel verstanden werden. Urn flir die Reinigung von Nukleinsauren besonders gut 
gceignet zu sein, ist es wiinschenswert, daB das Partikel einen Kern (Pigmentanteil) 
aufweist, der bevorzugt magnetisch ist und der mit einer Glasschicht ummantelt ist. Solche 
Keme enthalten bevorzugt Metalloxide, wie Aiuminiumoxid, Eisenoxid, Chromoxid, 
Kupferoxid, Manganoxid, Bleioxid, Zinnoxid, Titanoxid, Zinkoxid und Zirkoniumoxid 
oder Metalle, wie Fe, Cr, Ni oder magnetische Legierungen. Die Zusammensetzung dieses 
Kerns ist fur die Funktion der erfindungsgemaflen Partikel weniger wesentlich, da der Kern 
mit einer GlasobcrflSche ummantelt wird, so daB der Kem nicht direkt mit der Probe, aus 
der die Nukleinsaure isoliert werden soil, in Beruhrung kommt. Solche Kerne sind 
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kommerziell erhaltlich. Sofem der Kem Fe 3 0 4 (Magnctit) oder Fe 2 0 3 (Maghamit) oder Fe 
oder Cr oder Ni oder magnetische Legierungen enthalt, sind diese Keme magnetisch. 

10 Als Materialien, die als weichmagnetisch bezeichnet werden, kommen Metal le auf Basis 

der reinen Elemente Fe, Ni, Cr und Legierungen davon, bevorzugt auf der Basis von Ni, in 
Frage. Beispiele solcher Legierungen sind unter der Bezeichnung Permalloy bekannt. Sie 
bestehen zu 70 bis 80 % aus Ni mit Zusatzen von Cr, Cu und Mo. Partikel aus magnetisch 
weichem Material Ziehen einander in Abwesenheit eines externen Magnetfeldes nicht oder 
nur vernachlSssigbar an. 



15 



Feinteilige Metallpulver sind sehr reaktiv. An Luft besteht die Gefahr der Selbstentziin- 
dung, sie gelten als pyrophor. Dahcr war es sehr uberraschend. dafl solch feinteilige 
Metallpartikcl nach dem Sol-Gelverfahren mit einer Glasschicht iiberzogen werden 
konnten, ohne daB sich die magnetischen Eigenschaften wesemlich anderten. Besonders 
bevorzugt werden als Metallpulver Carbonyleisenpulver cingesetzt, wobei in H : reduzierte 
Typen magnetisch besonders bevorzugtc Eigenschaften aufweisen. Bevorzugte 
Eigenschaften weisen auch Caronyleisen whisker auf. 

Metallpulver haben bevorzugt eine KorngroBe von zwischen 10 run und 100 urn, besonders 
bevorzugt von zwischen 200 nm und 8 um. 

Eine Glasoberflache im Sinne der vorliegenden Erfindung besteht aus einem silizium- 
haltigen amorphen Material. Das Glas enthalt bevorzugt neben Siliziumoxid einen oder 
mehrere der folgenden Komponenten (in moI%): 

40 B 2 0 3 (0-30%), A1 2 0 3 (0-20 %), CaO (0-20 %), BaO (0- 1 0 %), K 2 0 (0-20 %), Na.0 

(0-20 %), MgO (0-18 %), PbA(0-15 %). ZnO (0-6 %). 

In geringerem Umfang von 0-5 % kbnncn auch eine Vielzahl anderer Oxide, wie z. B. 
45 NaA Mn 2 0 3 , TiO,, As 2 0 3 , Fe,0 3 , CuO, ZrO,, CoO usw. enthalten sein. Als besonders 

wirksarn haben sich Oberflachen einer Zusammensetzung von Si0 2 , B 2 0 3 , A1 2 0 3 , CaO, 
K 2 0, und ZnO erwiesen. Unter dem Gesichtspunkt der Ausbeute an Nukleinsauren be- 
sonders bevorzugte Borsilikatglaser haben einen Zinkoxidgehalt von 2-6, bevorzugt von 
ca. 4 mol%. Besonders bevorzugt besteht die Glasschicht aus 68-79 mol% So0 2 , 15- 
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5 mol% BA> 6 " 2 - 5 mol% Gesanitmenge an K,0 und 4-1 moI% CaO, 8-2 mol% 
A1 2 0 3 , 6-2 mol% ZnO. Besonders bevorzugt im Sinne der Erfindung sind Glaser, die durch 
den sogenannten Gel-Sol-Prozefi und anschlieflendes Trocknen und Verdichten der ge- 
bildeten Schicht gebildet werden. Dieser ProzeB ist in seinen Grundzugen bekannt und 
wurde z. B. in C.J. Brinker, G.W. Scherer "Sol Gel science - The physics and chemistry of 
Sol Gel Processing", Academic Press Inc. 1990 und Sol-Gel Optics, Processing and 
Applications Lisa C. Klein Ed. ICluwer Academic Publishers 1994, Seite450 IT. sowie in 
DE-A-1941 191, DE-A-3719339, DE-A-41 17041 und DE-A-4217432 beschricben. Im Gel- 
Sol-Prozcfl werden Alkoxide von netzwerksbildenden Komponenten, z. B. Si0 2 , B 2 0 3 , 
A! 2 0 3 , Ti0 2 , Zr0 2 und ZnO zusammen mit Oxiden und Salzen anderer Komponenten, z. B. 
in alkoholischer Losung, vorgelegt und hydrolysiert. 

Durch die Zugabe von Wasscr wird der Hydrolyseprozefi der Ausgangskomponenten in 
Gang gesctzt. Die Reaktion verlauft relativ rasch, da die Alkali ionen katalytisch auf die 
Hydrolysegeschwindigkeit des Kieselsaureesters einwirken. Nach Ablauf der Gelbildung 
kann das entstehende Gel getrocknet und durch eincn thermischen Prozefi zu einem Glas 
verdichtet werden. 

Das Mengenverhaltnis Sol/Pigment hat einen erhebiichen EinfluB auf die Ausbeute an er- 
findungsgemiiBen magnetischem Pigment. Grenzen sind dadurch gegeben, daB der 
Pigmentantcil so gering ist, daB eine noch pump- und spruhfahige Masse entsteht. Bei zu 
geringem Pigmentanteil wird dcr Fcinanteil, z. B. von nicht-magnetischem Material zu 
grofl und stort. Als im Hinblick auf die Pigmentausbeute zweckmaBige Mengenverhalt- 
nisse wurden 10 bis 45 g Pigment/100 ml Sol gefunden. 

Die Aufschlammung wird zur Entstehung eines Pulvers bevorzugt durch eine Duse ver- 
spriiht und das Aerosol auf einer Fallstrecke getrocknet Die Duse wird bevorzugt geheizt, 
urn die Trocknung der Aufschlammung zu beschleunigen, Abhangig von der Geometrie 
der DQse betrSgt die DUsentemperatur bevorzugt ca. 120 bis 250 °C. Ein KompromiB wird 
gefunden durch ausreichende Verdampfungsgeschwindigkeit, jedoch Vermeiden von Ver- 
spritzen. 
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Im Hinblick auf die Ausbeute ist die Verdichtungstemperatur moglichst hoch zu wahlen. 
1st sie jedoch zu hoch, verkleben die Partikel untereinander und es bilden sich Agglome- 
rate, die herausgesiebt werden sollten. Ein Zusatz von Zink in der Schicht erhoht jedoch 
iiberraschenderweise den Schmelzpunkt, so dafl eine h6here Verdichtungstemperatur 
(zwischen 710 und 800 °C) moglich ist. Die Nachbehandlung unter Luft fuhrt bei zu hohen 
Temperaturen zu einem Verlust der magnctischen Eigenschaften, weshalb zu hohe 
Temperaturen vermieden werden sollten. Auch hier sind bei Zusatz von Zink andere 
Temperaturen m&glich (bevorzugt zwischen 150 und 250 °C). 

Es hat sich im Rahmen der vorliegenden Erfindung gezeigt, daB in den in WO 96/4181 1 
beschriebenen Verfahren als magnetische Kerne auch solche eingesetzt werden kfinnen, die 
wesentlich kleiner sind. Insbcsondere zeigte es sich, daB es moglich ist, nanoscalige Kerne, 
z.B. Magnetit, mit einer KristallgroBe kleiner 50 nm, bevorzugt kleiner 30 nm, einzusetzen. 
Die untere Grenze der KerngroBe ergibt sich aus der Handhabbarkeit der Kerne, besonders 
ihrer Neigung zur Bildung von Aggregaten. Bevorzugt sind die Kerne grSBer als 5 nm, 
besonders bevorzugt als 7 nm. Das magnetische Verhalten der nanoscaligen Keme wind 
als superparamagnetisch bezeichnet. Die erhaltenen Partikel sedimentieren rasch unter 
Einwirkung eincs cxtemen Magnetfeldes. Nach Redispersion unterscheidet sich die 
Sedimentationsgeschwindigkcit im Schwerefeld nicht von der 
Sedimcntationsgeschwindigkeit im Schwerefeld vor der Einwirkung des extemen 
Magnetfeldes. Vorteilhaft dabei ist. daB langere Inkubationszeiten in Suspension moglich 
sind, ohne dafi wieder aufgemischt und rcsuspendiert werden muB. 

Zur Herstellung der erfindungsgemSfien Zubereitung wird eine Zubereitung von Kem- 
partikeln, in der mehr als 75 Gew.% der Kempartikel eine KomgrtiBe von zwischen etwas 
weniger als 0.5 und etwas weniger als 15 urn haben, in den Sol/Gel-ProzeB eingesetzt. Die 
Kempartikel miissen um soviel kleiner sein als die glasummantelten Partikel, wie die 
Dicke der Glasschicht ausmacht. Die Glasschicht wird nach dem erfindungsgemaBen Ver- 
fahren zwischen 5 nm und 1 um dick sein, abhangig von den jeweils gewahlten Umstan- 
den, wie Verhaitnis Gel zu Kempartikel. Im Durchschnitt diirfte die Glasschicht zwischen 
0.2 und 0.3 um dick sein. 
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Besonders bevorzugt ist eine Zubereitung enthaltend Panikel mil cincr Glasoberflache wo- 
bei mehr als 75 Gew.% dieser Partikel eine KorngroBe von zwischen 2 und 15 um haben. 
Besonders bevorzugt ist der Anteil der Partikel mit der bestimmten Komgrofie grbfler als 
90 Gew.%. 

Besonders bevorzugt werden magnetische Kempanikel eingesetzt. Die erfindungsgemafie 
Zubereitung hat den Vorteil, daB bevorzugt mehr als 95 Gew.% der Partikel mit einer 
Komgrofie von zwischen 0.5 und 15 um, bevorzugt zwischen 2 und 15 urn magnetisch 
sind. Dies bedeutet, daB gegeniiber den bekanntcn Verfahren der Anteil von nicht-kem- 
haltigen Partikeln drastisch reduziert ist. Dies kann man daran erkenncn, nur wenig nicht- 
magnetische Partikel enthalten sind. Dies fuhrt dazu, daB es praktisch nicht mehr erforder- 
lich ist, die gebildeten nicht-magnetischen Partikel von den magnetischen Partikeln abzu- 
trennen, bevor die Zubereitung in Verfahren zur Reinigung von Nukleinsauren eingesetzt 
wird. Dies bedeutet eine Vereinfachung im Herstellprozefi. 

AuBerdem kann die erfindungsgemaBe Zubereitung dadurch charakterisiert werden, daB 
bevorzugt weniger als 50 % der Partikel eine Komgrofie von weniger als 2 um haben. Dies 
hat zur Folge, daB der nicht-magnetischc Feinanteil, der bei kleinen KorngrfiBen einen 
hohen relativen Anteil ausmacht, stark reduziert ist. Besonders bevorzugt haben weniger 
als 2 % der Partikel eine Komgrofie von weniger als 0.5 um. 

Bevorzugt sind nicht mehr als 10 %, besonders bevorzugt zwischen 10 und 40 % der 
Partikel der Zubereitung Partikel mit einer Komgrofie von mehr als 10 um. 

Die crfindungsgemSfie Zubereitung kann neben den erfindungsgemafien Partikeln noch 
weitere nicht-glashaltige Bcstandteile enthalten, wie z. B. PufYersubstanzen oder ein 
Suspensionsmittel, z. B. Wasser oder alkoholische Losungen von Wasser. 

Die Glasschicht der Partikel der erfindungsgemaBen Zubereitung enthait bevorzugt einen 
Anteil von zwischen 2 und 6 mol%, besonders bevorzugt 4 mol% Zinkoxid Dies kann 
dadurch erreicht werden, daB der Anteil von Zinkoxid an der festen Masse des Sols, ver- 
glichcn mit den Anteilen der ubrigen festen Komponenten, in diesem GroBenordnungs- 
bereich liegt. Der Anteil von Zinkoxid vergrdfiert sich mit Reduzierung des Anteils von 
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Boroxid, insbesondere bei langerem Erbitzen, da Boroxid unter den Herstcllbcdingungen 
schon fluchtig ist. 

Partikel, die eine Glasschtcht aufweisen, in der der Anteil von Zinkoxid zwischcn 2 und 
6 mol% liegt, haben sich als besonders wirksam bei der Reinigung von Nukletnsauren her- 
ausgestellt. Die Ausbeute an NukleinsSuren konnte, verglichen mil derselben Glasschicht 
ohne Zinkoxid, teilweise urn 50 % crhoht werden. 

Ebenfails Gegenstand der Erftndung ist ein Verfahren zur Herstellung einer Zubereitung 
von Partikeln mit einem Kern ummantelt mit einer Gelschicht cnthaltend weniger als 
5 Gew.% kernlose Partikel enthaltend die Schritte Suspendieren von Kempartikeln in 
einem Sol unter Verwendung einer Kempartikclzubereitung und Spruhtrocknen der 
Suspension unter Gelbildung, wobei die Kempartikelzubereitung zu 75 Gew.% aus 
Partikeln mit einer KomgroBe von zwischen 0.5 und 15 um, bevorzugt zwischen 2 und 
15 nm besteht. 

Zur Durchfuhrung des Gel/Sol-Prozesscs, welchen das erfindungsgemafie Herstellungsver- 
fahren benutzt, wird auf die Bcschreibung im Stand der Technik verwiesen. Der wesent- 
liche Unterschied der Erfindung zu dem Vorbeschricbcnen, ist der Einsatz einer be- 
stimmten Kempartikelzubereitung, durch welche eine Zubereitung mit weniger als 
5 Gew.% kernloser Partikel hergestellt werden kann. Als besonders vorteilhaft hat sich ein 
Verfahren erwiesen, bei dem zunachst ein Sol aus Tetraalkylonhosilikatcn, Alkylboraten, 
Aluminiumalkoholaten und Alkali alkoholaten in Ethanol hergestellt wird und diese 
Mischung mit Kalzium erhitzt wird. AnschlieBend wird die Mischung durch Zusatz von 
Wasser hydro lysiert. In das so gebildctc Sol werden die Kempartikel in Festform zugege- 
ben und, bevorzugt mit Ultraschall, suspendiert. AnschlieBend wird die Suspension unter 
Gelbildung in einem Spruh-Trocknungsverfahren, bei dem die DOse geheizt wird, und bei 
dem im wescntlichen Partikel entstehen, in denen 1 bis nur wenige Kempartikel pro 
Partikel enthalten sind (bevorzugt cnthalten weniger als 1 % der Partikel mehr als 
1 0 Kempartikel), verspruht. Das Spriihprodukt wird anschliefiend erhitzt, urn das Gel zu 
einem Glas zu verdichten. Auch hier hat der Zusatz von Zinkoxid zum Gel einen erheb- 
lichen Vorteil. Die Verdichtung kann bei hoheren Temperaturen als bei solchen ohne Zink- 
zusatz durchgefUhrt werden, da der Erweichungspunkt des entstehenden Glases h6her liegt. 
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Dadurch lassen sich organische Rcstbcstandtcile aus den eingeseizten Materialien leichtcr 
austreiben. 

Da riach dem erfindungsgemaBen Verfahren eine Zubereitung mit einem sehr geringen 
Anteil von kemlosen Partikeln entsteht, ist im allgemeinen keine anschlieOende Frak- 
tionierung nach kemiosen/kcmhaltigen Partikeln mehr erforderlich. 

Ebenfalls Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Reinigung von Nukleinsauren 
durch nicht-kovalente Bindung der Nukleinsauren aus einer Probe an Partikel mit einer 
GlasoberflSche, Entfemen nicht-gebundener Probenbestandteile und Elution der gebun- 
denen Nukleinsauren von der Glasoberfiache, wobei eine erfindungsgemafle Zubereitung 
eingesetzt wird. Das Verfahren wird besonders einfach, wenn die Partikel magnetisch sind. 

Verfahren zur Reinigung von Nukleinsauren mit Hilfe magnetischer Partikel mit einer 
GlasoberflSche sind in WO 96/4181 1 beschrieben. Auf diese OfTenbarung wird hier voll 
inhaltlich Bezug genornmen. A Is Proben fur das erfindungsgemaBe Reinigungsverfahren 
kommen insbesondere klinische Proben, wie Blut, Serum, Mundspulfliissigkeit, Urin, 
Zerebralflussigkeit, Sputum, Stuhl, Plasma, Punktate oder Knochenmarksproben in Frage. 
Bevorzugtes Probenmaterial ist Serum. Zur Reinigung der Nukleinsauren wird die Probe, 
erforderlichenfalls nach Lyse eventuell enthaltender zellularcr Srrukturen und Verdau von 
strorenden Probenbestandteilen, mit der erfindungsgematten Zubereitung versetzt, z. B. in 
Form einer bestimmten Menge einer Suspension der Partikel. Nach einer Inkubationszeit, 
wahrend derer die Nukleinsauren an die Glasoberflache sequenzunspezifisch binden, wird 
die Flussigkeit zusammen mit den nicht-gebundenen Probenbestandteilen entfemt und die 
Partikel gewiinschtenfalls gewaschcn, um Reste zu entfemen. Die noch daran gebundenen 
Nukleinsauren werden durch Elution mit einer Flussigkeit, in der sich die Nukleinsauren 
gut losen, von der Oberflache entfemt. Die resultierende Flussigkeit kann nun beliebig 
weitcr bcarbeitet werden, insbesondere in Amplifikationsverfahren eingesetzt werden, wie 
z. B. die PCR, da wahrend des Reinigungsverfahrens die meisten Enzyminhibitoren abge- 
trennt wurden. 

Sofern die Partikel magnetisch sind, ist die Entfemung der Flussigkeit von Partikeln mit 
den Nukleinsauren besonders einfach, da die Partikel mit Hilfe eines Magneten gesammelt 
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und festgchalten werden konnen, wiihrend die FlUssigkeit entfcrnt wird. Wenn die Panikei 
nicht magnetisch sind, konnen sie von der Flttssigkeit durch Filtration mit einem geeigne- 
ten Filter abgetrennt werden. 

Die vorliegende Erfindung wird durch die nachfolgenden Beispiele naher erlautert. 
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Beispiel 1 

Sol zur Herstellung einer zinkfreien Schicht (74 Si0 2 x 15B,0 3 x 4K : 0 x 2CaO x 
5AI 2 Oj) 

In einen 5 Liter Rundkolben werden 1750 ml Tetraethylorthosilikat (Hosteller: Wacker, 
Burghauscn) vorgelegt und bei Raumtemperatur unter Ruhren (500 U/min) zugig zuge- 
geben: 

541 ml Triethylborat (Hcrstcllcn Aldrich, Steinheim) 

250 ml Kaliumrnethanolat (25%ig in Methanol (Hersteller: Fluka, Deiscnhofen)) 
261 g Aluminium-sec.-Butylat (Hersteller: Aldrich, Steinheim) 
292 ml Ethanol und 

8,49 g Calcium (Hersteller: Fluka, Deisenhofen) 

Die Mischung wird anschlieflend unter Rflhren erhitzt bis zum starken Ruckflufi. Ober 
30 Minuten wird eine Mischung von insgesamt 583 ml Ethanol und 233 ml Wasser zuge- 
tropft. Nach Abkuhlen auf < 50 °C wird das Sol umgefUllt in einen offenen Behalter und 
1200 g Pigment IRIODIN 000 Black Mica (Hersteller: Merck, Darmstadt) dazugegeben. 
Das Sol wird nach vollstandiger Pigmentzugabe noch 1 Minute bei 500 U/min geruhrt und 
anschlieBend 5 Minuten mit Ultraschall behandelt. Nach der Ultraschallbehandlung wird 
das Sol-Pi gment-Gemisch mit einem Dissolverriihrer bei ca. 500 U/min geruhrt, bis die 
gesamte Menge aufgebraucht ist. 

Beispiel 2 

Herstellung von glasbcscbichtetem Pigment (MGP) 

Verspriiht wird in einem SprUhturm dcr Fa. Nubilosa, Konstanz, mit einem Durchmesser 
von 0,75 m, einer H6he von 2,5 m und einer Verdunstungsleistung (bezogen anf Wasser) 
von 1 - 3 Liter/Stunde. Die LufteinlaBtemperatur beu^gt 270 °C, die AuslaBtemperatur ca. 
130 °C. Der Durchsatz der LuA ist 7,2 mVmin. Zum SprUhen wird eine ZweistofFdilse ver- 
wendet mit einem SprOhdruck von 2 bar. Die Forderleistung der verwendeten Kugelventil- 
membranpumpc bctrSgt 60 g Sol/min. 



11 



WO 00/32762 



PO7EP99/08996 



Das Spriihprodukt wird in einem Zyklon abgefangen, an Luft bei 250 °C 1 Stunde vorver- 
dichtet und anschliefiend in einem Stickstoffofen mit einer Heizrate von 1 K/min auf eine 
Temperatur von 675 °C gebracht, 1 Stunde don gehalten und abgekuhlt auf 300 °C. Bei 
300 °C wird Sauerstoffzudosiert, 1 Stunde gehalten, dann abgekuhlt auf Raumtemperatur. 
Nach dem Abktihlen erfolgt eine Siebung mit einem Sieb mit einer Maschenweite von 
50 urn zur Entfernung von eventuell vorhandenen Aggregaten. Damit ist die Herstellung 
abgeschlossen. 

Beispiel 3 

Sol zur Herstellung einer zinkhaltigen Schicht (70,67 Si0 2 x 14,33 B t 0 3 x 4 K 2 0 x 
2 CaO x 5 Al 2 0 3 x 4 ZnO) 

In gleicher Weise wie in Beispiel 1 wird cin zinkhaltiges Sol bereitet. Dazu werden 
folgende Edukte eingewogen und analog behandelt: 

1258 ml Tetraethylorthosilikat (Hersteller: Wacker, Burghauscn) 
387 ml Triethylborat (Hersteller. Aldrich, Steinheim) 

188 ml Kaliummethanolat 25%ig in Methanol (Hersteller: Fluka, Deisenhofen) 
196 g Aluminium-sec.-Butylat (Hersteller: Aldrich, Steinheim) 
1285 ml Ethanol 

6,39 g Calcium (Hersteller: Fluka, Deisenhofen) 

58,5 g Zinkacetat dehydriertes Dihydrat (Hersteller: Fluka, Deisenhofen) 

Nach dem Kochen unter RiickfluB werden 178 ml H,0 zusammen mit 444 ml Ethanol 
binnen 30 Minuten zugetropft. Nach dem Abkuhlen werden 1200 g Pigment zugesetzt. 
Ansonsten siehe Beispiel 1 . 

Beispiel 4 

Herstellung von zinkhaltigen glasbeschichtetem Pigment 

Das pigmenthaltige Sol aus Beispiel 3 wird analog Beispiel 2 vcrarbcitct. Die Verdich- 
tungstemperatur betragt jedoch 750 °C. 
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Beispiel 5 

Herstellung von ziokhaltigen glasbeschichtetem Pigment mil modifizierter Nachbe- 
handlung (MGP, Magnetische Glas-Partikel) 

Das pigmenthaltige Sol aus Beispiel 3 wird analog Beispiel 2 verarbeitet. Die Verdich- 
tungstemperatur betragt jedoch 750 °C und die Temperatur bei der Behandlung in Saucr- 
stoff betragt 200 °C. 

Beispiel 6 

Ermittlung der Ausbeute von DNA bzw. RNA mit radioaktivem "P 

Zum direkten Nachweis von gcbundener bzw. nicht-gebundener DNA bzw. RNA werden 
32 P-markiener HIVgag RNA Standard mit 1.4 kb bzw. J: P-markierter Lambdaamplikons 
mit 3 kb eingesetzt. Als Probe dient Negativplasma (human) enthaltend jeweils 10" 
Kopien. 

Durchfuhrung der Probenvorbereitung 

In ein 2 ml Eppendorf-Gefafl werden 500 ul Negativplasma mit 10* Kopien 32 P gelabelte 
Lambdaamplikons gegeben. Dazu werden 480 ul Bindepuffer/Protcinase K-L6sung (5:1) 
zupipettiert, gcvortext und bei 70 °C fur 10 Minuten inkubiert. Nach Abkuhlen auf Raum- 
temperatur werden 400 ul isopropanolische MGP-Suspension mit einem Gesamtinhalt von 
3 mg MGP zupipettiert. Unmittelbar darauf wird durch Vortex en gemischt. Die Probe wird 
dann fiir 15 Minuten auf einem Mischer, z. B. Thermomischer 5436 von Eppendorf, inku- 
biert. 

Die MGP werden durch Uberfiihrung der Probe in einen Magnetseparator konzentriert. 
Nach 1 Minute wird der Oberstand vollstandig abpipettiert. 

0,5 ml Waschpuffer werden zu den MGPs pipcttiert. Die Probe wird gevortext und dann in 
den Magnetseparator uberfuhrt. Der Oberstand wird nach I Minute abpipttiert Die Wasch- 
prozedur wird noch 2 x wiederholt. 
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Zu den MGP werden 200 ml Elutionspuffer zugesetzt. Bci 80 °C wird 10 Minuten auf 
einem Thermomischer bei 1400 RPM inkubiert. Die Probe wird in den Magnetseparator 
iiberfuhrt und nach 1 Minute wird das gesamte Eluat abgenommen. Das Eluat wird dann in 
ein neues Gefaft iiberfuhrt und in einem Szintilationszahler vermessen. 

Aus dem Verhaltnis der Radioaktivitat des Eluates zu der Radioaktivitat der Probe vor der 
Reinigungsprozedur kann die Ausbeute ermittelt werden. 

Ergebnisse mit MGPs unterschiedlichcr Bcschichtung: 





Ausbeute DNA 


Ausbeute RNA 


MGP gemall Beispiel 2 (ohne Zink) 


44% 


44% 


MGP gemati Beispiel 4 (mit Zink) 


62% 


59% 


MGP gemati Beispiel 6 (mit Zink. modifi- 
zierte Nachbehandlung) 


66% 


70% 



Beispiel 7 

Black Mica (BiYl) als Pigmentbasis (Referenzheispiel) 

GemaU Beispiel 1 wird eine Charge gefcrtis, bei der das Pigment Black Mica (BM) ist. 
Beispiel 8 

Microna Matte Black (MMB) als Pigmentbasis 

GemaB Beispiel I wird eine Charge gefertigt, bei der das Pigment MMB (Microna Matte 
Black (Hersteller: Merck, Darmstadt)) ist. 
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Beispiel 9 

SignalhShe nach Amplifikation bei Probenvorbereitung mit MGP auf verschiedener 
Pigmentbasis 

MGP gemafi den Beispielen 7 und 8 wird bei einer Probenvorbereitung eingesetzt. Als 
Probe dient Humanplasma mit 100 Kopien/ml HCV-Viren. Das Eluat dcr Probenvorberei- 
tung wird einer Amplifikation umerworfen und das Amplifikationsergebnis mit einem 
Elektrolumineszenzverfahrcn detektiert In einem weiteren Versuch war die Probe Human- 
plasma mit 600 Kopien/ml HB V-Viren. 





HCV ECL Counts 


HBV ECL Counts 


MGP gemaC Beispiel 7 (BM) 


97000 


25000 


MGP gemafl Beispiel 8 (MMB) 


127000 


43000 



Beispiel 10 

Carbonyleisenpulvcr HQ als Pigment 

Ein zinkhaltiges Sol wird in Analogie zu Beispiel 3 hcrgestellt. jedoch nur 240 g Sol. 

Nach dem Abktthlen werden 7 1 g Carbonyleisenpuiver HQ (BASF, Ludwigshafen), mit 
der Komgroficnvertcilung: 10% < 0,5 urn, 50% < 1,1 urn, 90% < 2,2 urn. zugesetzt, 
I Minute bei 500 U/min geriihrt und anschliefiend 5 Minuten mit Ultraschall behandelt. 
Das Sol wird in einem Spriihtrockner (Biiche 190, Mini Spray Dryer) verspruht. Die 
Dusentemperatur des Sprilhtrockners betragt 140 °C. 

Das erhaltene Puiver wird bei 150 °C an Lufl ausgeheizt. Die Aufheizgeschwindigkeit 
betragt 1 K/min, die Haltezeit 1 Stunde. Anschlieflend wird die Luft im Ofen durch N, 
ersetzt, mehrfach gespiilt und mit 1 K/min auf 700 °C erhitzt, 1 Stunde gehalten, auf 
200 °C abgektthlt mit 1 K/min. Bei 200 °C wird N a durch Luft ersetzt und 1 Stunde gehal- 
ten. Danach wird abgekiihlt auf Raumtemperalur. Eventuell entstandene Aggregate werden 
mit einem 50 um Sieb ausgesiebt. 
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Die Ausbeute betragt 62,4 a. Siebverluste sind vernachlassigbar; Aggregate trcten nicht 
auf. 

Beispiel 11 

Ermitteln der Bindung von RNA 

Gemafi Beispiel 6 wird 32 P-markierter HIVgag Standard mit 1 .4 Kb an die Partikel gemafi 
Beispiel 10 gebunden. Die radioaktive Messung ergibt eine Bindung > 80 %. 

Beispiel 12 

Vergleich der Sedimentationsgeschwmdigkeiten 

Je 3 mg Partikel gemafi Beispiel 10 werden in zwei Eppendorf-GefaBe mit einem Volumen 
von 2 ml uberfiihrt und mit je 1.5 ml H : 0 suspendiert. 

Die Partikel in GefaB 1 werden mit einem Magnetcn an die Gefaflwand gezogen und an- 
schlicBend durch Schiitteln resuspendiert. Gleichzeitig werden die Partikel in GefaB 2 auf- 
geschuttelt. 

Die Sedimentation im Schwerefeld wird visuell beobachtet. Es ergeben sich keine Unter- 
schiede. 
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Patentansprilcne 

1 . Zubereitung enthaltend Panikel mit einer Glasoberflache. wobei mehr als 75 Gew.% 
dieser Partikel eine KorngrdBc von zwischen 0.5 und 15 um haben. 

2. Zubereitung gemafl Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet dafi mehr als 95 Gew.% der 
Partikel mit einer Komgrdfle von zwischen 0.5 und 15 um magnetisch sind. 

3. Zubereitung gemafi Anspruch 1 oder 2, dadurch gekennzeichnet, dafi weniger als die 
Halfte der Partikel einc Komgrdfle von weniger als 2 um haben. 

4. Zubereitung nach cinem der Anspriiche 1, 2 und 3, dadurch gekennzeichnet, daB 
weniger als 2 % der Partikel eine Komgrdfle von weniger als 0.5 um haben. 

5. Zubereitung gemafl Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet. dafi die magnetischen 
Partikel einen magnetischen Kern aufweisen, der mit Glas ummantelt ist. 

6. Zubereitung gemafl Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet. daB nicht mehr als i 0 % 
dieser Partikel Partikel mit einer Komgrdfle von mehr als 10 um sind. 

7. Zubereitung gemSB einem der vorangehenden Anspriiche. dadurch gekennzeichnet, 
dafl die Partikel einen Glasmantel aufweisen, der einen Antcil von zwischen 2 und 
6 moi% Zinkoxid cnthalt. 

8. Zubereitung gemafl einem der vorangehenden Anspriiche, enthaltend mindestens 
einen Kern aus einem magnetischen Metali. 

9. Vcrfahren zur Herstellung einer Zubereitung von Partikeln mit einem Kern um- 
mantelt mit einer Gelschicht enthaltend weniger als 5 Gew.% kernlose Partikel, ent- 
haltend die Schritte 

- Suspendieren von Kernpartikeln in einem Sol unter Verwendung einer Kem- 
partikeizubereitung 

- Sprilhtrocknen der Suspension unter Gelbildung 
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dadurch gekennzeichnet, daB die Kernpartikelzubereitung zu 75 Gew.% aus Partikeln 
mit einer KomgrOBe von zwischen 0.5 und 15 \im besteht, 

10. Verfahren gemaB Anspruch 9. dadurch gekennzeichnet, daB das Soi Zink enthalt 

1 1 . Verfahren zur Reinigung von Nukleinsauren durch nicht-kovalente Bindung der 
Nukleinsauren aus einer Probe an Partikel mit einer Glasoberflache, Entfemen nicht- 
gebundener Probcnbestandteile und Elution der gebundenen Nukleinsauren von der 
Glasoberflache, dadurch gekennzeichnet, daB die Probe mit einer Zubereitung gemaB 
einem der Anspriiche I bis 8 oder 15 bis 16 in Kontakt gebracht wird. 

12. Verfahren gemaB Anspruch 1 1, dadurch gekennzeichnet, daB die Partikel magnetisch 
sind und bei Entfemung der Probenbestandteile durch einen Magneten fcstgehalten 
werden. 

1 3. Verwcndung von Zinkoxid in nach dem Sol/Gel-ProzeB erzeugten Glasschichten zur 
Erhfihung der Bindcfahigkeit der Glasoberflache fUr Nukleinsauren. 

1 4. Verfahren zur Herstcllung einer Zubereitung von Partikeln mit einem Kern um- 
mantelt mit einer Glasschicht enthaltend weniger als 5 Gew.% kernlose Partikel, ent- 
haltend die Schritte 

- Suspendieren von Kempartikeln in einem Sol unter Verwendung einer Kern- 
partikelzubereitung 

- Sprilhtrocknen der Suspension unter Gelbildung 

- Verdichtung des Gels zum Gtas 

dadurch gekennzeichnet, daB die Kernpartikelzubereitung zu 75 Gew.% aus Partikeln 
mit einer KomgroBe von zwischen 0.5 und 15 urn besteht. 

1 5. Zubereitung enthaltend Partikel mit einer Glasoberflache, wobei die Partikel 
mindestens einen Kem aus einem magnetischen Metal 1 haben. 
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1 6. Zubereitung gemSC Anspruch 1 5. dadurch gekennzeichnet. daB der oder die Kerne 
eine KorngroBe von zwischen 0,01 ^m und 100 nm, besonders bevorzugt zwischen 
0,2 und 8 Jim haben 
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